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　　Lymphokine　activated　killer　（LAK）　cell　therapy　was　applied　in　43　patients　with　advanced　stage
cancer，　achieving　complete　response　（CR）　in　3　cases　and　partial　response　（PR）　in　2　cases．　This
therapy　is　attracting　attention　as　an　effective　cancer　therapy　modality　that　has　few　side　effects．
However，　much　of　its　mechanism　of　action　is　still　unknown．　The　infiltrating　cells　surrounding
cancer　tissue　after　LAK　cell　therapy　were　stadied　using　an　immunohistochemical　stain　employing
monoclonal　antibodies，　to　determine　the　effector　cells．　The　number　of　lymphocytes　and　all　mono－
clonal　antibody－positive　cells　were　counted　in　three　fixed　areas　（1　mm2）　surrounding　cancer　tissue
in　each　specimen．　Comparison　of　the　ratio　of　all　monoclonal　antibody－positive　cells　to　lymphocytes
and　T　cells　（CD3　positive　cells）　were　made　before　and　after　LAK　cell　therapy．　The　CR　cases　were
hepatocelluler　carcinoma　（HCC），　therefore　the　relationships　between　staining　patterns　of　the　target
cell　and　type　of　infiltrating　cell，　using　anti－tumor　markers　（cr－fetoprotein：AFP，　protein　induced　by
vitamin　K　absence　or　antagonist－II：PIVKA－II）　were　examined．　ln　the　group　receiving　LAK　cell
therapy，　CD3　positive　cells　increased　significantly，　and　cells　positive　for　CD8　（cytotoxic　T　cell／
suppressor　T　ce11）and　CD25（1レ2　receptor）also　increased　significantly　in　the　subset．　Cells　were
negative　for　CDIIb　（suppressor　T　cell／NK　cell／monocyte／granulocyte）．　Serum　PIVKA－II　values
were　high　in　cases　that　showed　positive　anti－PIVKA－II　antibody　staining，　but　there　was　no
significant　correlation　between　the　anti－PIVKA－II　antibody　or　anti－AFP　antibody　staining　and　the
type　of　infiltrating　cell．　lncreases　in　CD3一，　CD25一　and　CD8－positive　cells　indecate　that　the
effector　cells　in　LAK　cell　therapy　are　mainly　T　cells．　Furthermore，　CD8　positivity　and　CDIIb
negativity　suggest　that　cytotoxic　T　cells　（CTL）　are　predominant　in　the　subset．
L　緒 言
担癌患者の末梢血単核球にリンホカインの一種で
あるインターロイキンー2（IL－2）を添加し，　in　vitro
で培養し誘導されるLymphokine　activated　killer
（LAK）細胞を患者に戻すLAK療法1）は，養子免疫
療法（Adoptive　Immunotherapy）の一つとして多
くの施設で施行され，有効な癌治療法として注目さ
（1992年4月1日受付，1992年5月12日受理）
Key　words：リンホカイン活性化キラー細胞（LAK（Lymphokine　Activated　Killer）Cell），養子免疫療法（AIT
（Adoptive　Immunotherapy）），免疫組織化学染色（Immunohistochemical　stain），インターロイキンー2（IL－2
（Interleukin－2）　）
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れている．本療法の効果に影響をおよぼす因子とし
ては，LAK細胞自身の活性の問題や2），投与される
LAK細胞の数など3）について検討されている．一般
に高活性大量のLAK細胞が必要とされ4）種々の誘
導方法や活性増強の試み5）がなされている．さらに，
投与方法やTranscatheter　arterial　embolization
（TAE）療法との併用により効果を増強させている
報告もある6）．一方，LAK細胞の免疫学的
phenotype，癌細胞障害の機構など実際の作用機序
については不明な点が多く，ことにLAK細胞の免
疫学的phenotypeについては種々の報告7”’10）があ
り一定の知見が得られていない．海老原らは7），flow
cytometoryを用いたin　vitroの検討でLAK細胞
は，その培養方法，培養期間の違いによってT細胞
系LAKと，　NK細胞系LAKなど，数種類の
heterogeneousな細胞集団となっていると報告して
いる．しかし，これらの細胞集団が本療法において
最終的なeffector　cellとして作用しているかは不明
である．一方，投与されたLAK細胞が肝臓や肺へ
多く集積することが知られているが4），Raymond
ら11）は，投与されたLAK細胞が癌細胞へ直接作用
せず二次的な免疫機構を介して効果が発現される可
能性を指摘している．そこでLAK療法における
effector　ce11について検討する目的で，　LAK療法
前後の癌組織周囲の浸潤細胞をモノクローナル抗体
を用い免疫組織学的に検討し解析を試みた．また，
target　cell側からの検討は，われわれが経験した
CR，　PR例の大半が肝細胞癌（hepatocelluler　car－
cinoma：HCC）であったことから，　HCC症例につ
いて抗腫瘍マーカー抗体を用い，target　cellの染色
性と浸潤細胞の対比検：討を行った．
IL　対象と方法
　1．対象
　LAK療法が施行された消化器癌25症例の癌組
織周囲より，内視鏡下，超音波下による生検，手術，
あるいは剖検などにより採取した30検体を使用し
た．内訳はHCC　21検体，転移性肝癌4検体，胃癌
3検体，食道癌2検体である．これらの組織を浸潤細
胞の検討に用いた．さらにtarget　ce11の検討には
HCC　21検体を用い，抗AFP抗体，抗PIVKA－II
抗体にて染色を行い検討した．
　2．方法
　（1）LAK細胞の誘導
　担癌患者末梢血をcell　separator（Haemonetecs
V50）を用いて採血し，　ficol　hyperque比重遠心法
により得られた単核球を生理食塩水で3回洗浄した
後，5％非動化AB血清添加RPMI　1640（GIBCO）
培地内に2×106個／mlの濃度で浮遊させ，ガス透過
型バック（Sterycell⑪）で37℃5％CO2にて培養を
行った．IL－2はTGP－3（武田製薬）を101U／mlの
濃度で添加した．
　（2）モノクローナル抗体
　一次抗体として，モノクローナル抗体はBecton－
Dickinson社（USA）製を用い，抗しeu－2　a（CD　8：
cytotoxic／suppressor　T　cell），抗しeu－3　a（CD　4：
helper／inducer　T　ce11），抗しeu－4（CD　3：pan－T
cell），抗しeu－7（CD　57：NK　cell），抗しeu－15（CD　ll
b：suppressor　T　cell／NK　cell／monocyte／
granulocyte），抗IL－2レセプター（CD　25），抗AFP
抗体，抗PIVKA－II抗体を用いた．
　（3）染色方法
　採取した組織をacetone固定を利用したAMeX
法12）（acetone，　methylbenzoate，　xylene：AMeX）
により固定包埋後，2μの厚さの切片を作成した13）．
xyleneにて脱パラフィン後，　acetoneで水和し流水
で洗浄を行いphosphate　buffered　saline（PBS）で
加水操作を行った．10％正常ロバ血清で非特異的結
合をブロックし，一次抗体（モノクローナル抗体：標
準5μg／ml）で4℃over　night培養した．0．01％ト
リトンX100添加PBS（PBS－T）で洗浄後，二次抗
体（mouse　immunoglobulin：viotinted（ab）2）にて
室温30分培養した．PBS－T洗浄後，　ABC抗体で
室温下で40分培養した．再びPBS－Tにて洗浄後，
3，3－Diaminobenzidine（DAB）による発色操作を
行った．流水洗浄後，メチルグリーンにて核下した．
脱水，封入後，光顕にて観察した（Fig．1，　2，3）．
　（4）計測及び統計処理
　癌組織周囲の浸潤細胞の検討では1切片につき3
カ所，1mm2範囲の各抗体陽性細胞数を計測した．
また，連続切片のHE染色により同範囲内の単核半
数を計測し，1mm2範囲内の単核球に対する各抗体
陽性細胞数を百分比にしてLAK療法前後問で比較
検討した．HCC症例を用いたtarget　ce11側の検討
では，①target　cellの抗AFP抗体，抗PIVKA－II
抗体による染色性とそれぞれの腫瘍マーカーの血清
値との関係，②LAK療法が染色性に及ぼす影響，③
染色性と浸潤細胞のサブセットの関係について検討
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　　　Taking　a　fresh　block　of　tissue
　　　　　　　　　　　！
　　　　　Fixation　and　embedding
（by　AMeX　method；acetone，　methylbenzoate，　xylene）
　　　　　　　　　　　s
　　　Prepare　fresh　sections　（2”m）
　　with　poly－L－Lysin　coated　glass　slides
　　　　　　　　　　　，
　　　　tnhibit　nonspecific　action　by
　　　normal　serum　at　4“C　over　night
　　　　　　　　　　　i
　　　　lncubate　primary　antibody
　　in　moist　chamber　at　4“C　over　night
　　　　　　　　　　　l
　　　｛nhibit　endogenous　peroxidase
　actMty　in　O．3％　H202　metanol　for　30　min．
　　　　　　　　　　　，
　　　　lncubate　secondary　antibody
in　moist　chamber　at　room　temperature　30　min．
　　　　　　　　　　　，
　　　　　　lncubate　ABC　complex
in　moist　chamber　at　room　temperature　40　min．
　　　　　　　　　　　，
　　　　　　　　　Dip　in　DAB
　　　　　　　（3，3一一Diaminobenzidine）
　　　　　　　　　　　L
　　　　　　　　Counterstain
　　　　　　　　　　　l
　　　　　Differentiate，　dehydrate
　　　　　　　clear　and　mount
Fig．　1　Method　of　immunohistochemical
　　staining　using　monoclonal　antibody
した．統計処理にはStudent’s　t検定，κ2検定を用
いた．
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III．結 果
　1．浸潤細胞の検討
　CD　3陽性細胞（T　ce11）数を単位面積あたりの単
核球数との百分比で比較すると，LAK療法前の群
が63．1±11．1％に対して，LAK療法後の群では
78．4±8．6％とP＜0．01の危険率で有意に上昇を認
め（Fig．4），　LAK療法後の癌組織周囲にT細胞が
増加していた．さらに，T細胞のサブセットにおけ
る同様の検討では，CD　8陽性細胞（cytotoxic／sup－
pressor　T　ce11）が治療前の群で20．3±8．0％，治療
後の群では39．2±10．3％とP＜0．01の危険率で有
意に増加していた（Fig．4）．一方，　CD　4陽性細胞
（helper／inducer　T　ce11）は治療前の群が39．1±
13．3％，治療後の群で34．1±7，8％と有意な差を認
めなかった（Fig．4）．また，　CD　4陽性細胞とCD　8
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Fig．　5　Comparison　of　the　CD　4／CD　8　between
　　before　and　after　LAK　cell　therapy．
陽性細胞との比は，治療前の群が2，1±1．0，治療後
の群で1．0±0．5とP＜0．01の危険率で有意な低下
を認め（Fig．5），　LAK療法後の癌組織周囲のT細
胞の増加は主としてCD　8陽性細胞の増加によるも
のであった．またCD　25陽性細胞（抗IL－2レセプ
ター陽性細胞）も治療前が0．4±0．3％に対して，治
療後の群では1．2±0．9％とP＜0．05の危険率で有
意に増加していた（Fig．6）．CD　57陽［生細胞（NK
cell）は治塞翁が2．9±3．6％，治療後の群で3．3±
（3）
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Fig．　2　Histological　findings　of　immunohistochemical　staining　using　anti　human
　　lymphocyte　monoclonal　antibody，　counterstained　with　methylgreen．　（×100）
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Fig．　3　Histological　findings　of　immunohistochemical　staining　using　anti　AFP　and　anti　PIVKA
　　－II　monoclonal　antibody．　（×　100）
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Fig．　6　CD　25　positive　cells　before　and　after
　　LAK　cell　therapy．
　　positive　negative　positive　negative
lmmunohistochemical　staining　lmmunohistochemical　staining
　　　of　anti　AFP　of　anti　PIVKA－II
　Fig．　7 Relations　with　serum　AFP／PIVKA－II
　　　and　immunohistochemical　staining　using　anti
　　　AFP／PIVKA－II　antibody．
6．1％と治療前後において有意な変化を認めなかっ
た（Fig．4）．CD　ll　b（suppressor　T　cell／NK　cell／
monocyte／granulocyte）は，　LAK療法前後どちら
の組織上でも染色されなかった．
　検体をHCCとHCC以外（metastatic　liver
cancer：adenocarcinoma，　squemous　cell　car－
cinoma）に分けて検討してみると，　HCC群では
CD　3陽性細胞数がLAK療法前で62．5±11．0％に
対してLAK療法後で81．3±6．0％とP＜0．01の危
険率で有意に上昇を認めた（Fig．4）．T細胞のサブ
セットではCD　8陽性細胞が治療前20．0±9．0％，
治療後40．2±10．0％とP＜0．01の危険率で有意に
増加していた（Fig．4）．CD　4陽性細胞は治療前
41．0±13．4％，治療後32。3±8．3％と有意差を認め
なかった（Fig．4）．また，　CD　4陽性細胞とCD　8陽
性細胞との比は治療前2．2±1．1，治療後0．9±0．3
とP＜o．Olの危険率で有意な低下を認めた（Fig．
5）．CD　57陽性細胞は治療前3．4±4．1％，治療後
4．9±7．5％と有意差を認めなかった（Fig．4）．
CD　ll　bは染色されなかった．
　HCC以外の群ではCD　3陽性細胞数がLAK療法
前で64．8±13．4％に対して，LAK療法後で70．4±
8．6％と有意差を認めず（Fig．4），　T細胞のサブセ
ットでもCD　8陽性細胞で治療前21．5±6．9％，治療
後34．8±12．7％（Fig．4）．cD　4陽性細胞で治療前
34．8±13．9％，治療後37．0±7．3％と有意差を認め
なかった（Fig．4）．またCD　4陽性細胞とCD　8陽
性細胞との比においても，治療前1．8±1．4，治療後
1．2±o．7と有意差を認めなかった（Fig．5）．cD　57
陽性細胞も治療前1．4±1．7％，治療後0．5±0．2％
と有意差を認めなかった（Fig．4）．cD　25，　cD　llb
は染色されなかった．以上より，LAK療法後の癌組
織周囲におけるCD　8陽性細胞を主体としたT細胞
の増加，またCD　25陽性細胞の増加は，　HCC組織
で特異的であった．
　2．腫瘍細胞の検討
①AFP，　PIVKA－IIの血清値と，それぞれの抗体
による染色の検討：AFPは抗AFP抗体染色陽性群
の血清AFP値が117，552．0±229，341．Ong／m1に
対して，染色陰性群の血清値は2，346．7±5，193．3
ng／mlと有意な差を認めなかったが，　PIVKA－IIに
ついては抗PIVKA－II抗体染色陽性群の血清
PIVKA－II値が29．5±23．1AU／mlに対して，染色
陰性群の血清値は2．6±5，5AU／mlとP＜0．05の
危険率で有意な差を認め，抗PIVKA－II抗体染色陽
性群の血清PIVKA－II値が，染色陰性群の血清値に
比較して高い傾向が認められた（Fig．7）．
②LAK療法が抗AFP抗体，抗PIVKA－II抗体
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Fig．　8　lmmunohistochemical　staining，　using　anti　AFP　and　anti　PIVKA－II
　　monoclonal　antibody，　before　and　after　LAK　cell　therapy．
Table　1　Comparison　of　Iymphocyte　subsets　and　immunohistochemical　stain－
　　ing，　using　anti　AFP　and　anti　PIVKA－II　monoclonal　antibody．
CD3 CD4 CD8 CD25 CD57CD4／CD8
AFP
十 0．73土0．10．39±0．10．30±0．10．009±0，009．06±0．081．7±1．3
一 0．72±0．10．35±0．10．31土0．20．004±0，006．02±0，01．4±0，7
PIVKA－II
十 0．72±0．10．37±0．10．26±0．10．006±0．005．06±0．081．9±1．3
一 0．73土0．20。37±1．40．34±0．10．007±0．009．02±0．021．3±0．7
（m土SD）
の染色性に及ぼす影響＝有意な関連は認められなか
った（Fig．8）．
③抗AFP抗体，抗PIVKA－II抗体による染色性
の差と浸潤細胞のサブセットの検討：いずれのサブ
セットにおいても，抗AFP抗体，抗PIVKA－II抗
体それぞれの染色陽性群，陰性群の間で有意な差を
認めず（Table　1），抗AFP抗体，抗PIVKA－II抗
体の染色性でみるかぎり，染色性の差によって特定
の細胞が優位に浸潤する傾向は認められなかった．
IV．考 察
　腫瘍排除機構の一つとしてhelper　T細胞からIL
－2，γ一IFNなど種々の液性因子が産生され，これら
によって活性化されたLAK細胞，　cytotoxic　T　ce11
（CTL），Mφなどが腫瘍排除機構に関与することが
明らかにされている14）15）．LAK療法1）においては担
癌患者から分離した単核球をin　vitroでIL－2を添
加して培養し誘導されたLAK細胞を患者に投与す
ることによって抗腫瘍効果を期待するものであるが
効果発現の機序については不明な点が多い．
　LAK細胞の免疫学的phenotypeに関しては多く
の報告があり7＞～10），一定した見解は得られていな
い．これはLAK細胞が培養時期によって構成する
細胞の比率に変化を起こすことによると考えられて
いる．すなわち，培養初期においてはT細胞，B細
胞，NK細胞，　Mφなどが混在する細胞集団からな
り，次第にNK細胞を主体とする集団（NK－LAK）
となり，培養が長期化するにしたがってT細胞を主
体とした細胞集団（T－LAK）になるとされている7）．
しかし，この比率の変化も常に一定したものではな
く，LAK細胞はT細胞やNK細胞のmarkerを持
った数種類のeffector細胞を含むheterogeneous
な細胞集団とする考え方10）が一般的である．当教室
でのtwo　color　flow　cytometryによるLAK細胞の
検討では，培養1週目以降ではCD　8，　CD　25陽性細
胞が優位な細胞集団であり，T細胞を主体とした細
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　　　　Table　2　Efficacy　of　LAK　cell　therapy
Total　43　patients　（1987．9一一1991．5）　Efficacy：5／43　（11．6％）
PatientsDiagnosis　EfficacyAdministration　Total　numberroutes　of　LAK　cells
55／male
62／male
66／female
65／male
58／male
HCC
HCC
Metastatic
liver　ca．
HCC
HCC
CR
CR
CR
PR
PR
　IA，　IV
　IA，　IV
IA，　local　inj．
IV
IA
63×108
300×108
130×108
29×108
44×108
誌面であった．
　LAK活性を有する細胞集団が本療法の効果発現
に重要であることは明らかであるが，投与された
LAK細胞が癌細胞に対して直接作用しているの
か16），あるいは，何らかの二次的な免疫機構を介して
効果発現が成されているのかが問題である．経動脈，
経静脈的に投与されたLAK細胞が癌細胞に直接作
用するためには，高内皮性細静脈（high　endothelial
venules：HEV）などを介しての血管外，すなわち癌
組織内へのLAK細胞の遊出が不可欠であると考え
られる．白血球，特にリンパ球の遊走や血管内皮細
胞との相互作用について最近の知見では，LAK細
胞のHEVを介するホーミング機能（第1ホーミン
グ）は，培養誘導されていない通常のリンパ球に比
較して1／3に低下しているが，反対に肝臓，脾臓，
肺，骨髄などが有する第2ホーミング機能に対する
反応は高まっておりこれにより投与されたLAK細
胞は肝臓や肺へ多く分布するとされている4）．しか
し第2ホーミング機能は血管内皮内腔への一時的な
接着であり血管外への遊出現象にまでは至らないと
され4），51Crを用いて投与前のLAK細胞をlabele
し投与後の分布を検討した報告では，投与された
LAK細胞は肝臓や肺へ多く集積し停滞するが，腫
瘍局所への分布は少なかったとしている11）．さらに
LAK療法における効果発現が，投与されたLAK細
胞による癌細胞への直接作用によるものであるとす
れぼ，投与されるLAK細胞と治療効果の間には，
治療効果を上げるためにより大量のLAK細胞を必
要とするような，ある程度の量依存の関係が存在す
ることが考えられる．我々が経験した奏功例（Table
2）のLAK細胞の総投与数は，　Rosembergら1）の
方法に比較して少数であり，少ない投与量でも奏効
例が認められ，逆に大量投与の症例に必ずしも効果
をみない例も多い．また本療法の副作用として悪寒
戦陳，さらには胸水，腹水などが出現あるいは増強
することが指摘されているが，これはIL－2の生化
学的な作用の一つとして，血管内皮細胞に対する
endothelial－leukocyte　adhesion　molecule－
1　（ELAM－1），　intercellular　adhesion　molecule－
1（ICAM－1）などの接着因子の産生が起こり，ここ
に投与したLAK細胞，　CTLなど遊走してきた細
胞が接着することによって内皮細胞が障害され血管
の透過性に変化（capillary　leak　syndrome）が起こ
ること，すなわち二次的な免疫機構の発現によるも
のと考えられている17）．これらのことからLAK療
法における癌細胞障害機構は，投与されたLAK細
胞の癌細胞に対する直接的な作用のみによるものと
は考えにくく，投与されたIL－2により産生された
tumor　necrosis　factor（TNF）などの液性因子17），
LAK細胞の投与により賦活化された白血球遊走因
子，さらに局所に誘導されたhelper　T細胞から
CTLを誘導するために産生される遊走因子，　IL－1，
macrophage　activating　factor（MAF）など種々
のサイトカインや補体など18），何らかの二次的な免
疫機構の関与によって起こる変化が本療法における
効果発現の本体である可能性が大きい．さらに生体
蛋白であるサイトカイン産生の中心は肝臓であり，
また，投与されたLAK細胞は第2ホーミング機能
によって肝臓へ多く集積し停滞する．今回の浸潤細
胞の検討でもLAK療法後の癌組織周囲にCTLや
CD　25陽性細胞が優位に浸潤していた変化は，
metastatic　liver　cancer　（adenocarcinoma，
squemous　cell　carcinoma）などの群に比してHCC
の群に特異的であった．これらのことからLAK療
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法の本体と考えられる二次的な免疫機構の発現は肝
臓を中心に行われている可能性が示唆され，我々の
奏功例もHCCのみであったが，本療法は，特に
HCCに対して有効な治療法であると考えられる．
　IL－2とLAK細胞の併用投与を実施したHCC患
者の腫瘍周囲の浸潤Tリンパ球は，自己肝癌細胞に
対して細胞障害作用を示すとされる19）．つまりLAK
療法後の癌組織周囲に浸潤してきた細胞が，本療法
において最終的なeffector　cellとして作用している
ことが考えられる．今回の検討では，LAK療法後の
癌組織周囲にT細胞，特にCD8陽性，　CDllb陰
性のCTLが優位に浸潤していた，この結果から
LAK療法における効果発現の最終段階が，　T細胞
を主体として行われており，特に最終的なeffector
cellとしてCTLが関与している可能性が示唆され
る．LAK療法後の癌組織周囲に浸潤してきた細胞
が，投与されたLAK細胞であるか，二次的な免疫
機構の関与によって動員されてきたものであるかは
さらに検討を要する．我々の培養方法ではT－LAK
を主体に誘導し投与している．したがって，投与し
たT－LAK細胞の直接浸潤の可能性もあり，　LAK
療法後の癌組織周囲へのT細胞優位の浸潤細胞が
全て二次的に動員されたものであると結論はできな
い．しかし，先に述べたようにLAK療法の施行時
にin　vivoで起こっている免疫学的な変化は，投与
されたLAK細胞が癌細胞を排除するために直接癌
組織周囲に浸潤して作用するというような単純なも
のではなく，種々のサイトカインを介した液性免疫
機構と，相互に関連しあう細胞性免疫が複雑に影響
しあって効果発現が成されていると考えられ，これ
ら浸潤細胞がどのような経路で浸潤してきたのか，
あるいは二次的に動員されてきたものとするならば
どのような免疫学的機序によるものなのか，さらに
CTLを主体としたeffector　cellの他に癌組織に対
して直接的な作用をするTNFの様な液性因子の関
与はあるのかなど本療法の作用機序解明のためには
今後さらに検討が必要である．
　我々が経験した奏功例（Table　2）は，　HCCであ
った．さらに，その形態はDiffuse　Typeが殆どで
あり，Nodular　Typeに奏功例を見ていない．　LAK
療法の効果発現が，投与されたLAK細胞の直接作
用によるか，あるいは二次的な免疫機構の関与によ
るか，いずれの場合においても，このような癌組織
形態の違いによって効果に差が認められることは，
腫瘍組織の性状の違いによって，癌組織周囲に浸潤
する細胞のサブセットに偏りが存在するためである
可能性がある．HCCの腫瘍マーカーであるAFP
PIVKA－IIの血清値は病勢を反映するとされ20）21），
特に，腫瘍径，増殖形態，Edomondson分類などと
の相関について注目されている20一”23）．さらに，血清
中でのAFPとPIVKA－II値との間には相関が認め
られず，したがって両者のcombination　assayによ
り，HCCの診断率の向上が期待できるとされてい
る21）．そこでHCC症例について，腫瘍組織側の性
状を，抗腫瘍マーカー抗体（抗AFP抗体，抗PIVKA
－II抗体）による染色性の違いによって分け，癌組織
周囲の浸潤細胞のサブセットに偏りが存在するかを
検討したが，今回の検討では抗AFP抗体，抗
PIVKA－II抗体それぞれの染色陽性群陰性群の間で
浸潤細胞のサブセットに有意差を認めず，抗AFP
抗体，抗PIVKA－II抗体の染色性でみるかぎり，浸
潤細胞のサブセットに偏りは認められなかった．さ
らに，LAK療法の施行前後に抗AFP抗体，抗
PIVKA－II抗体による癌組織の染色性に変化が存在
するかについても検討したが，今回の検討では変化
を認めなかった．しかし，LAK療法の作用機序につ
いての検討のためには，投与されたLAK細胞の生
体内分布や細胞の接着因子などeffector　cell側につ
いての検討とともにtarget　cell側の検討が不可欠
であり，さらに多くの因子についての検討が必要で
あると考えられる．
　AFP，　PIVKA－IIの血清値と，これらの染色用抗
体による染色性との関係についての検：討では，血清
AFP値と，抗AFP抗体による染色性との間に関連
は認められなかったが，血清PIVKA－II値と，抗
PIVKA－II抗体による染色性との間には，抗
PIVKA－II抗体染色陽性群で，血清PIVKA－II値
が高い傾向が認められた．AFP側に関連が認められ
ず，PIVKA－II側に認められたことの一因として，
PIVKA－IIとAFPの産生機序の違い，さらに組織
内分布の差による影響が考えられる．すなわち，
PIVKA－IIはプロトロンビン前駆体の産生特進，
vitamin　K　cycleの異常，γ一carboxylation　system
の障害など20’一24），種々の代謝上の問題から産生され
ていると考えられており，このために肝癌細胞のみ
でなく，HCCのプロトロンビン前駆体産生充進によ
り局所的なvitamin　Kの欠乏状態に陥った非癌部
肝細胞からも産生されている可能性がある22）．した
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がって抗PIVKA－II抗体による染色では抗AFP抗
体による染色よりも広く染色陽性となっているので
はないかと考えられる．このほかにも組織の染色性
と血清値との相関は，染色用抗体の特異性や，抗腫
瘍マーカー自体の敏感度，さらには，腫瘍径の大き
さや，形態，細胞の分化度，門脈浸潤を含めた血管
浸潤の有無等によって影響されると考えられ，さら
に検討が必要である．
V．結 語
　LAK療法におけるeffector　ce11の解析と効果発
現機序の検討のために，各種人白血球モノクローナ
ル抗体を使用して免疫組織化学染色を行い検討し
た．また，HCC症例で抗腫瘍マーカー抗体を用いて
免疫組織化学染色を行いtarget　ce11側についても
検討した結果以下の結論を得た．
　1）LAK療法後の癌組織周囲にCD　3，　CD　8，
CD　25陽性細胞がLAK療法前の組織周囲に比較し
て有意に増加していた．
　2）CD　4，　CD　57陽性細胞の癌組織周囲への浸潤
はLAK療法の前後で有意な変化は認められなかっ
た．
　3）LAK療法後の癌組織周囲浸潤細胞の変化は
HCC組織に特異的に認められた．
　4）抗PIVKA－II抗体染色陽性群で，血清PIVKA
－II値が高い傾向にあったが，　LAK療法前後間で染
色性に有意な変化はみられなかった．
　5）抗AFP抗体，抗PIVKA－II抗体それぞれの
染色陽性群，陰性群の間の比較で，特定の細胞が優
位に浸潤する傾向は見られなかった．
　以上より，LAK療法後の組織上では，　CD　3，　CD　8
陽性，CD　llb陰性のcytotoxic　T細胞が優位に浸
潤しており，本療法においてCTLがeffector　cell
として作用している可能性が示唆された．さらに
target　ce11側から見ると，抗AFP抗体，抗PIVKA
－II抗体の染色性でみるかぎり治療による変化はな
く，浸潤細胞にも差はみられなかった．
　稿を終えるにあたり，御指導，御校閲を賜りまし
た東京医科大学内科第四講座斎藤利彦教授に深く感
謝いたしますとともに，終始直接の御教示，御助言
を頂きました吉益　均講師，櫻林　忍講師に深く感
謝いたします．また，本研究に御協力を頂いた戸田
国治臨床検査技師ならびに教室員各位に感謝いたし
ます．
　本論文の要旨は，9th．　The　world　congresses　of
gastroenterology　（Sydney　Australia）　1990　AUG．，
第19回日本臨床免疫学会総会（長崎）1991年6月に
おいて発表した．
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23）田中　貢，二川俊二，藤沢　洌＝パラフィン切片によ
　　る肝細胞癌のPIVKA－IIに関する免疫組織化学的
　　検索．肝臓31：830，1990．
24）藤i山重俊他：肝癌の診断におけるPIVKA－IIの有
　　用性と限界，癌と化学療法16：1129～1138，！989．
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